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【要旨】肝において虚血再灌流の際，類洞壁にICAM－1発現の増強がみられると報告されている．しかし，
従来の報告をみるとICAM・1発現の比較は免疫組織学的染色を用いてなされている．この方法では発色の時
間・抗体の濃度等により濃淡が変化し，虚血前と再三流後のICAM－1の発現量：を同一条件下で比較すること
は不可能である．本研究では，Western　blotting法による検出を行い，ラット正常肝および脂肪肝における
虚血前と再灌流船のICAM－1の発現量をより明瞭に比較し得た．その結果，虚血前と比較し，再灌越後の肝
類洞壁には明らかなICAM－1発現の増強が確認された．さらに，肝の脂肪変性によりICAM－1発現がより増
強されることを認めた．また，類洞内の白血球動態の詳細な観察より，虚血再灌面素，類洞壁への白血球接
着の増加と接着分子発現増強との関連性が強く示唆された．
緒 言
　近年種々の接着分子が確認されるに従い，様々な
病態における接着分子の発現および役割が明らかに
されてきている．殊に肝虚血再灌流の際，類洞内皮
における接着分子の発現増強が臨床的および実験的
にも報告されている1）2）．しかし，従来行われている
免疫組織学的染色による比較では，染色条件が不安
定であり，接着分子発現の有無を確認し得ても，そ
の発現程度を比較することは不可能である．本研究
では蛋白質の分離分析に優れ，条件を一定に保つこ
とができ，複数の検体を同時に比較することが可能
であるWestern　blotting法によりラット正常肝の
虚血前と再灌流後の類洞壁におけるICAM－1発現
量の差につき比較検討を試みた．実験：的脂肪肝モデ
ルでは正常肝に比較して，虚血再灌流障害がより顕
著に起こることが報告されている3）．また，臨床肝移
植においては，Primary　nonfunction（PNF）の原
因としてドナー肝の脂肪変性が重要視されてい
る4）5）．そこで，ラット脂肪肝モデルを作製し，虚血
前と再灌流後の類洞壁におけるICAM－1発現量の
差につきWestern　blotting法を用い比較した．さら
に，白血球を蛍光染色し，類洞内の微小循環の詳細
な観察を行うことにより，再灌流後の白血球動態を
視覚的に捉え，ICAM－1発現量との整合性について
検討した．
対象と方法
　1．動物の飼育と麻酔
　体重200～280gの雄性F344ラット24匹を4群
に分け実験した．4群の特徴は図1上段に記載した．
脂肪肝ラットであるD群を除く3群は標準固形飼
料を，D群はコリン欠乏食を各々4週間与えた後，実
験に用いた．
　麻酔はベントバルビタール25mg／kgを腹腔内投
与し，麻酔維持はジエチルエーテル吸入にて行った．
　2．白血球の蛍光染色
　B，C，　D　3群に対してMolecular　Probes社製5一
（and－6）一carboxyfluorescein　diacetate，　suc－
cinimidyl　ester（CFSE）2．5mgをDMSO　2．8ml
に溶解し，15．6mmol／1に調整した後，開復前に100
μ1／body尾静脈より緩徐に注入した．
　3．微小循環の観察
　各群とも正中切開にて開腹，両側肋骨弓下に切開
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を延長し，肝を支持する間膜をすべて切離した．肝
を腹腔外に脱転可能にした後，B，　C，　D　3群は無色
透明なアクリル板の上にラットを左側臥位とし，血
管が屈曲し血流を阻害することがないようにアクリ
ル板の上に肝の辺縁を密着させた．蛍光顕微鏡
（NIKON製DIAPHOT　300），高感度silicone
intensified　target（SIT）一TVカメラ（HAMAMAT－
SU　PHOTONICS製C2400）を使用し，経時的に
肝類洞内の微小循環を観察した（図2a・2b）．　C及
びD群では虚血前，再灌流直後，60分後，120分後
に各3分間観察を行った．比較のため，虚血再灌流
を行わなかったB群もC，D群とCFSE投与からの
経過時間を合わせ各3分間観察を行った．
　蛍光顕微鏡による観察は倍率100倍にて行った．
各実験動物毎に，任意に3視野を選択し，各々1分間
ずつ循環動態をビデオテープに録画した．島津ら6）
の方法に準じ，20秒以上血管内皮上にとどまった白
血球を数え，その平均値を比較検討した．
　各群間の類洞壁への接着白血球数の比較は初めに
F検定を行い，分散に差がない場合はt検定を用い，
分散に差がある場合はCochran　and　Cox法を用い
て検定した．
　4．肝虚血再灌流状態の作製
　C及びD群では，門脈・肝動脈を剥離し，両者を
血管クリップにより遮断，全戸温虚血を施行した（図
2c・2d）．30分後に遮断を解除し再灌流させた（図
1）．
　5．病理組織学的検討
　響町の開腹直後及び開腹150分後の肝組織（C及
びD群では虚血30分半堺流120分後に相当）を
right　lateral　lobe辺縁より約3コ口四方にわたり採
取し，病理組織学的に検討した．
　4群全てにHematoxylin・Eosin（H－E）染色を行
った．C・D両群各々5例に関しては抗うットICAM－
1抗体を用いた免疫組織学的染色を行った．D群に
対しては，H－E染色以外にSudan　lII染色を行った．
　1）免疫組織学的染色（酵素抗体法）
　組織をコンパウンドに包埋した後，クリオスタッ
トを使用し，3～4μmに薄切した．切片を30分間，
風乾させた後，冷アセトンにて5分間固定した．
　phosphate　buffered　saline（PBS）（一）にて5分
間ずつ3回洗浄した後，2％Normal　Swine　Serum
（NSS）にて20分間室温に置き，ペルオキシダーゼ
（Pox）の非特異的反応の除去を行った．1次抗体を
2％NSS／PBS（一）にて100倍希釈したものを各切
片あたり100μ1ずつ注ぎ4℃で一夜，反応させた．
　1次抗体としてFluorescein　isothiocyanate
（FITC）標識マウス抗うットICAM－1抗体（PHAR－
MINGEN製）を使用した．　PBS（一）にて10分間
ずつ3回洗浄した．2次抗体を2％NSSにて200倍
希釈したものを各切片あたり100μ1ずつ注ぎ室温
で30分間反応させた．2次抗体としてビオチン二一
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図2b　蛍光顕微鏡による観察
　　肝を腹腔外へ脱転し，肝辺縁をアクリル板に密
　　着させ，観察を行った．
図2a　蛍光顕微鏡による観察
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図2c　門脈・肝動脈を血管クリップにて遮断
図2d　門脈・肝動脈を血管クリップ
　　にて遮断
マウスIgG抗体（VECTOR　LABORATORIES製）
を使用した．その後，PBS（一）にて10分間ずつ3
回，洗浄した．Elite　ABCキット（VECTOR　LABO－
RATORIES製）A液・B液を各々が200倍希釈にな
るように2％NSSで溶液を調整し，室温で30分間
反応させた．次にPBS（一）にて5分間ずつ3回洗
浄した．ペルオキシダーゼ基質溶液（0．02％過酸化
水素水（H202）と0．1％（1　mg／ml）diaminoben－
zidine　tetrahydrochloride（DAB）溶液（0．1MTris
緩衝液（pH　7．2）で調整）を等量混合）を滴下し，
5～10分間室温に置きDAB発色させた．　PBS（一）
にて1回洗浄し，流水で洗い流した．マイヤーの
（3）
一　190　一 東京医科大学雑誌 第55巻第2号
図4a
、．∵麓　
江ヨ．♂
　’IL，．，
　　’嶺’．　rc．
　　　　g
　　　　　勉　
　　　　　　十　　　’1
「　　’ド
　弩，・．．
・嵩 @・㍉’　　　
図4b
1訴．∴｝忌玉，姦悪12，
　　　　　図4c
影　’
撫
Ill’1／i，ii’　’一t． 　　　　　　　　，
．∵∵．㌔，二．＿．・・．．．調
　　図4d
図6a 図6b
　　　　　　さ　　び　　　　　 ら　　　　　　　　ロキ騨、診瀞縫濾ナ翼雛1窒｛
4．観　　　》
裁鷺騒騒）磁　
　　　’L．　　　．職　♂　、．！♂　　　　’
竃弩ぐ∵∴．をジ｝ぜ～鍔、
　　　　　図6c
1：’F；i’一“，・’，，／／eege”！ilfie＄ny；’w’””“”1，Fl：e11eny・re’VETSiZ：．一・　i：’．k．Sii．．，．’．’i’llll；ili’：・‘：1‘ag－1・2・，
・・ 冝C讃聲で　．配、1：凄1
　継鳶識㌧；編
　　　　　　　　　　ド1　　　　　　　　　陣．　葦　　　　　　　　　∵・き．ζ1＼磯
　　　　　　　　　　・k，，　，li
　　　　　　　　Y．．　　繍　 d’農　　．一
図6d
（4）
1997年3月 鈴木他2名：肝虚血再灌流障害下におけるICAM－1発現に関する研究 一　191　一
図7a
統霞曝露
一蕪1諦篭
職’I，
図7b
図7c 図7d
図4a　正常肝虚血前（H－E染色，×200）
　　細胞質の染色性は均一であり，肝細胞索の乱れ，間質への炎症性細胞浸潤は認められない．
図4b　正常押絵灌流120分後（H－E染色，×200）
　　肝細胞索の乱れ，間質への炎症性細胞浸潤は認められないが，中心静脈から1～2層の肝細胞において細胞質の染
　　色性の低下が認められる（矢印）．
図4c　正常肝虚血前（免疫組織学的染色，×400）
　　類洞壁に一致して線状にICAM－1が染色されている．
図4d　正常肝再灌流120分後（免疫組織学的染色，×400）
　　類洞壁に一致して線状にICAM－1が染色されており，虚血前と染色性に明らかな差異を認めない．
図6a　脂肪肝虚血前（H－E染色，×200）
　　細胞内に脂肪滴を含む肝細胞をび漫1生に認め，大滴性の脂肪滴が主体である．
図6b　脂肪肝再灌流120分後（H－E染色，×200）
　　虚血前と明らかな差異を認めない．
図6c　脂肪肝虚血前（免疫組織学的染色，×400）
　　非連続性にICAM－1が染色されている．
図6d　脂肪肝再灌流！20分後（免疫組織学的染色，×400）
　　非連続性にICAM－1が染色されており，虚血前と明らかな差異を認めない．
図7a　正常肝虚血前（蛍光顕微鏡所見，×100）
　　類洞の狭小化は見られず，類洞壁に接着している白血球は極少数であり，出血巣も認められない．
図7b　脂肪肝虚血前（蛍光顕微鏡所見，×100）
　　類洞の狭少化は見られるが，類洞壁に接着している白血球は極少数であり，出血巣も認められない．
図7c　正常肝再臨流120分後（蛍光顕微鏡所見，×100）
　　虚血前と比較し，類洞壁に接着している白血球数の増加が見られ，一部に血流の途絶えた類洞及び出血巣を認め
　　る．
図7d　脂肪肝再灌流120分後（蛍光顕微鏡所見，×100）
　　虚血前と比較し，類洞壁に接着している白血球数の顕著な増加が見られ，血流の途絶えた類洞及び出血巣が散見さ
　　れる．
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Hematoxylinを用いて核染を行った後，　PBS（一）
で色だしを行った．その後，脱水・透徹・封入を行
った．
　6．電気泳動法による検討
　1）Western　blotting法によるICAM－1の検出
分析
　①サンプル溶液の作製
　肝組織を細かく切断し，Lysis　buffer（1％NP　40，
10／o　Triton　X－100，　I　M　N－2－hydroxy　ethyl
piperazine－N－2－ethane　sulfonic　acid　（HEPES）
（pH　7．5），　1　mM　PMSF，　1＃g／ml　Aprotinin，　1　ptg／
ml　Pepstatin　A，　1　pt　g／ml　Leupeptin，　5　M　NaCl，　1
MCaC12）を加えて，数10秒間ホモジナイズした．
4℃にて15分間抽出した後，4℃15，000rpmで30
分間遠心分離した．この上清を採取し，上清1に対
しLaemmli　buffer（0．5　M　Tris－HCI（pH　6．8），1％
sodium　dodecyl　sulphate　（SDS），　50／o　glycerol，
O．10／o　bromophenol　blue　（BPB），100／o　2－mer－
captoethanol（ME））1の割合で混合し，100℃で5
分間不活化させた．
　②サンプル溶液の電気泳動
　7．5％　sodium　dodecyl　sulfate－polyacrylamide
gel　electrophoresis（SDS－PAGE）を行った．（濃縮
ゲルに4％アクリルアミド／0．13％ビス／0．1％SDS／
125mmol／1　Tris－HCI緩衝液（pH　6．8）分離用ゲル
には7．5％アクリルアミド／0．27％ビス／0．1％SDS／
375mmo1／l　Tris－HCI緩衝液（pH　8．8）を使用した）
（ゲル厚：1．Omm）200V（定電圧）で30分間泳動を
行った．
　サンプル溶液は400μg／m1の濃度に調整した後，
100μg／lane注入した．
　③転写膜へのプロッティング
　電気泳動終了後のゲルを転写用緩衝液（25mmo1／
lTris－192　mmol／1グリシンー20％メタノールpH
8．3）で平衡化（室温，30分間）した後，水平型転写
装置（BIO－RAD社製，　TRANS－BLOT）に転写用緩
衝液を少量（約30m1程度）注ぎ，下部電極板上に濾：
紙を3枚重ね，さらにその上にあらかじめメタノー
ル中に30秒間浸した後，転写用緩衝液に20～30分
間浸し，平衡化しておいたpoly　vinilidene　difluor－
ide（PVDF）膜（MILLIPORE製IPVH　OOO　10）
（pore　size　O．45μm）を重ね合わせた．少量の転写
用緩衝液を滴下後，電気泳動の終了したゲルを重ね
た．ゲル上に再び濾：紙を3枚重ねた後，上部電極板
を固定した後，通電（15Vの定電圧下に30分間）し
た．
　④ブロッキング
　転写装置からPVDF膜を取り出し，　PVDF膜を
ブロッキング溶液（5％skim　milk・1％bovine
serum　albumin（BSA）／PBS（一））中に浸し室温で
60分間振卑し，膜の蛋白未吸着部分をすべて被覆し
た．
　⑤検出反応
　i．1次抗体処理
　PVDF膜を検出反応用トレイに移し，5m1の抗体
溶液を注ぎ4℃で一夜，反応させた．
　1次抗体としてmonoclonal　anti－Rat　ICAM－1
antibody（SEIKAGAKU　CORPORATION製0．2
mgを200μ1の蒸留水に溶解後，使用時に抗体希釈
溶液（2％NSS／PBS（一））で100倍に希釈）を使
用した．転写膜洗浄液（0．1％Tween　20－PBS（一））
でPVDF膜を10分間ずつ3回洗浄した．
　ii．ブロッキング
　PVDF膜をブロッキング溶液（5％skim　milk・
1％bovine　serum　albumin（BSA）／PBS（一））中
に浸し室温で30分間振帯しブロッキングした．
　iii．2次抗体処理
　PVDF膜にペルオキシダーゼ標識2次抗体を5
ml注ぎ，37℃で45分間反応させた．
　ペルオキシダーゼ標識2次抗体としてHorse
raddish　peroxidase　（HRP）　labeled　anti－Rat　lgG
（ZYMED製，使用時に2％NSS／PBS（一）で1，000
倍に希釈）を使用した．転写膜洗浄液（0．1％Tween－
PBS溶液）でPVDF膜を10分間ずつ12回洗浄し
た．
　iv．標識ペルオキシダーゼ活性の検出
　ECL（Amersham　LIFE　SCIENCE製）を用い，
検出した．
　今回，泳動に供するサンプル溶液は蛋白質濃度を
400μg／mlに調整し，量を11aneあたりIOO　ptgと
統一して泳動を行った．また，同じ個体の開腹直後
と開腹150分後（C群・D群では再防具120分後）の
検体は電気泳動・転写膜へのプロット・抗体処理・
検出の際の条件を同じにするため同一泳動面で隣接
させて電気泳動を行い，同一転写膜上で抗体処理を
行い比較した．90kDのICAM－1のバンド（矢印）
が列強150分後（C群・D群では再導流120分後）に
開腹直後より高度増強しているもの（＋＋），軽度増
（6）
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90kD
　　　　　　　　（一）　　　　（±）　　　（＋）　　　（＋＋）
　図3Western　blotting　90　kD　1こICAM－1のバンドを認める．左側が開腹
　　　直後，右側が開腹150分後のlaneである．
表la虚血前における正常肝と脂肪肝の病理組織学的所見（H－E染色）
肝細胞内 小葉構造の Glisson 炎症性
脂肪滴 破壊 領域の破壊 細胞浸潤
No．1 一 一 一 一
2 一 一 一 一
3 一 一 一 一
4 一 一 一 一
5 一 一 一 一C群 6 一 一 一 一
7 一 一 一 一
8 一 一 一 一
9 一 一 一 一
10 一 一 一 一
No．1 十 十 十 一
2 十 十 十 一
3 十 十 十 一D群　　　　4
十 十 十 一
5 十 十 十 一
6 十 十 十 一
強しているもの（＋），変化のないもの（±），及び減
弱したもの（一）に分類し，評価した（図3）．
結 果
　1．正常肝群（A・B・C群）
　1）病理組織学的検討
　H－E染色の結果，3群とも開腹直後では図4aに
示すように正常な類洞構造が保たれ，肝細胞の染色
性は均一であり，肝細胞索の乱れ，間質への炎症性
細胞浸潤は認められなかった．
　A・B群では開腹150分後の組織においても開腹
直後と明らかな差異は見られなかった．
　これに対し，C群では内冠流120分後の組織にお
いて肝細胞索の乱れ，間質への炎症性細胞浸潤は認
められないものの，図4bの矢印で示すように中心
静脈から1～2層の肝細胞において細胞質の染色性
の低下が認められた（表1a・表1b）．
　免疫組織学的染色の結果，虚血前の組織では図4c
に示すように，再灌流120分後の組織においては図
4dに示すように全例，類洞壁に一致して線状に
ICAM－1が染色され，虚血再灌流前後で染色性の明
らかな差異を認めなかった（表1c）．
　2）Western　blotting法によるICAM・1の検出
　　分析
　A・B群では，開腹直後に比較して開腹150分後に
ICAM－1のバンドが増強したのは，図5に示すよう
に，各々4例中1例（25％）であり，いずれも軽度の
増強に止まった．
　C群では再軸流120分後に虚血前よりICAM－1
のバンドが増強したのは，図5に示すように10例中
6例（60％）であり，4例が高度増強，2例が軽度増
強であった．
　2．脂肪肝群（D群）
　1）病理組織学的検討
　H－E染色の結果，虚血前の組織において全例とも
図6aに示すように細胞内に脂肪滴を含む肝細胞が
び漫性に見られ，大滴性の脂肪滴が主体であった．
また，核が細胞の辺縁に圧排されている所見が認め
（7）
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表lb正常肝における病理組織学的所見の変化（H－E染色）
中心静脈周囲の
ﾗ胞質染色性低下 肝細胞索の乱れ 炎症性細胞浸潤
開腹直後 　開腹P50分後 開腹直後
　開腹
P50分後 開腹直後
　開腹
P50分後
No．1 一 一 一 一 一 『
2 一 一 一 一 一 一B群 3 一 一 一 一 一 『
4 一 一 一 一 一 一
虚血前 再灌流P20分後 虚血前
再灌流
P20分後 虚血前
再灌流
P20分後
No．1 一 十 一 一 一 一
2 一 十 一 一 一 『
3 一 十 一 一 一 一
4 一 十 一 一 一 一
　　　　5C群
一 十 　 一 『 一
6 一 十 『 一 一 一
7 一 十 一 一 一 一
8 一 十 一 一 一 『
9 一 十 一 一 一 一
10 一 十 一 『 一 一
表lc虚血再灌流前後のICAM－1の染色性
　　　　　　　　　　（免疫組織学的染色による）
虚血前 再灌流120分後
No．1 十 十
2 十 十
C群　　3 十 十
4 十 十
5 十 十
No．1 十 十
2 十 十
D群　　3 十 十
4 十 十
5 十 十
高度
増強
軽度
増強
不変
減弱
e e
eeeeeeee
ee eee e
e e e
A群 B群 C群 D群
図5　1CAM－1発現程度の変化
　　（Western　blotting法によ
　　る）
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られた．小葉構造の破壊・Glisson領域の破壊は顕著
であるが，炎症性細胞浸潤は認められなかった（表
1a）．中心静脈周囲の肝細胞質の染色性の低下は細
胞質が脂肪滴で置換されており，評価は不可能であ
った（図6a）．再灌流120分後の組織においても虚
血前と同様の所見であり，明らかな変化は見られな
かった（図6b）．
　免疫組織学的染色の結果，虚血前の組織では図6c
に示すように，再灌流120分後の組織においては図
6dに示すように全例とも，類洞構造の破壊が高度
であるため，非連続性にICAM－1が染色され，虚血
再灌流前後で染色性の明らかな差異を認めなかった
（表1c）．
　2）Western　blotting法によるICAM・1の検出
　　分析
　二丁流120分後に虚血前よりICAM・1のバンド
が増強したのは，図5に示すように6例中4例
（67％）であり，全て高度増強であった．
　3．肝類洞内微小循環動態
　1）虚血前（開腹直後）
　B・C群では類洞の狭小化・出血巣等は見られなか
った．一方D群では類洞の狭小化をみたが，出血巣
は見られなかった．
　類洞壁に接着している白血球数（平均±標準偏差）
はB君羊1．1±0．5個，C群1．2±0．5個，　D群2．2±
1．1個であり，各群間に有意差を認めなかった（図7
ae7b’8）．
　2）再二流後
　C群では類洞壁に接着している白血球数は再灌流
直後8．6±1．9個，60分後17．7±6．2個，120分後
24．4±8．3個と時間の経過とともに増加した（図8）．
120分後の観察では一部に血流の途絶えた類洞及び
出血巣が認められた（図7c）．
　D群では再灌流直後18．3±7．2個，60分後26．8±
9．8個，120分後38．2±10．5個と時間の経過ととも
に著しい増加を認めた（図8）．60分後の観察から血
流の途絶した類洞及び出血巣が散見され，120分後
には，その所見がさらに顕著に見られた（図7d）．
　虚血再灌流を行わないB群は類洞壁に接着して
いる白血球数は開腹30分後（C・D群の再灌流直後
に相当）2．7±1．5個，90分後（C・D群の再灌流60
分後に相当）5．1±2．1個，150分後（C・D群の再灌
流120分後に相当）5．9±2．9個であった（図8）．B
群では時間が経過しても類洞壁に接着している白血
球数の増加は極めて軽度であり，150分後の観察に
おいても，血流の途絶像あるいは出血巣等は全く認
められず，類洞内の血流は極めて滑らかであった．
考 察
　虚血再灌流障害は臓器への血流が遮断され，組織
が壊死に至らない程度の弱い損傷を受けた後，血流
が再開されると，より強い組織障害が起こる7）現象
である．臓器移植におけるgraftのPrimary　non－
function（PNF）8）や心筋梗塞・脳梗塞における血流
再開後の組織障害に関与するといわれている．その
ため，この発生機序を解明することは臨床的にも極
めて重要であり，各方面より活発な研究が行われて
いる7）9）～11）．本研究では，虚血再灌流障害に関与する
（個／1視野）
50
接40
着
白　30
血
球
数　20
10
B　群
C　群
D　群
］　p〈O．05
］　p〈O，Ol
o 30　　　　90　　　　150　　　（分）
　　　　開腹からの時間
　　図8　類洞壁への接着白血球数
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とされているもののうち接着分子とくにICAM－1
に着目し，ラット肝虚血再灌流モデルを作製し，
ICAM－1発現に関し検討した．また，蛍光顕微鏡を用
い，肝類洞内の白血球動態から微小循環障害の程度
とあわせて比較検討した．
　1．正常肝群
　1）病理組織学的検討　幽
　H－E染色では単開腹のA群，CFSEを投与したB
群各々の開腹150分後の組織において，肝細胞質の
染色性は均一であり，肝細胞索の乱れ，間質への炎
症性細胞浸潤は無く，開腹直後と明らかな差異は認
められなかった．すなわち病理組織学的には単開腹
術（A群）およびCFSE投与（B群）が肝に障害を
与えないと考え，肝虚血四域流モデルであるC群，
D群と比較検討した．
　再灌流後のC群では，虚血前と比較して肝細胞索
の乱れ，間質への炎症性細胞浸潤は認められないも
のの，中心静脈より1～2層の肝細胞の細胞質の染色
性の低下が認められた．これは，虚血というストレ
スにより，細胞内小器官に何らかの障害を来し，染
色性が低下したものと考えられた．
　次に，虚血前および再灌流感の類洞内皮上の
ICAM－1発現について検討する目的で，抗ICAM－1
抗体を用いた免疫組織学的染色を行った．C群では
全例，虚血前および再二流後の類洞壁において，
ICAM－1が線状に染色されるものの，虚血前と再南
流後における染色性を比較することは不可能であっ
た．
　Steinhoff12）らは，類洞内皮細胞には構成的に
ICAM－1発現がみられると報告しており，我々の結
果と一致していた．若林ら13）はラット肝虚血偏心流
障害モデルにおいて抗うットICAM－1抗体を用い
た免疫組織学的染色を行い，虚血再溢流後に類洞壁
に一致して染色性が増強したと述べている．また，
Suzukii4）らは肝虚血再扇流障害点に白血球と類洞
内皮とのi接着が抗ICAM－1抗体の投与により抑制
されることを明らかにした．このことより，肝虚血
再灌流障害にICAM－1が強く関与していると述べ
ているが，直接ICAM　1一の発現増強を確認してはい
ない．本研究では，虚血前と再論流120分後の免疫
組織学的染色を最初の5例に対し行ったが，ICAM－
1発現量の差は評価し得なかった．
　Adams15）らは，　ICAM－1発現増強の定量化の試み
として，生検組織のICAM－1の免疫組織学的染色を
行い，独自の方法でICAM－1発現の程度を0～3の4
段階にスコアー化し，正常肝，原発性胆汁性肝硬変
（PBC），原発性硬化性胆管炎（PSC），肝不全の比較
検討を試みている．しかし，免疫組織学的染色に基
づく方法ではDAB発色の時間・抗体の濃度等によ
り発色程度が変化し，染色条件を一定に保つことが
困難である．そのため，ICAM－1発現の有無を確認す
る際には有用であるが，虚血再灌流前後でのICEM－
1発現を量的に明瞭に比較することは不可能である
と考えられた．本研究においても，C群・D群の各々
5例に関し，抗ICAM－1抗体を用いた免疫組織学的
染色にて評価を試みたが，発現量の差異は評価し得
なかった．
　2）Western　blotting法によるICA：M－1発現の
　　検討
　1979年，Towbin16）らにより発表された特定の蛋
白質の検出に優れた方法であるWestern　blotting
法を用いて，各個体の虚血前と再臨流後のICAM－1
発現量の変化について検討した．
　Western　blotting法は電気泳動により展開分離さ
れた蛋白質を，泳動画と直角方向に直流電圧をかけ
てゲルから膜上に電気的に移行させる方法であり，
多くの蛋白質の特異的な検出，解析が可能である．
さらに，同一泳動面で電気泳動を行い，同一転写膜
上で抗体処理を行うことにより，電気泳動・転写膜
へのプロッティング・抗体処理・検出の際の条件を
一定にすることが可能である．そこで，虚血再灌流
前後の検体を隣接させて電気泳動及び一連の操作を
行い比較検討することを試みた．抗ICAM－1抗体を
用いてWestern　blotting法を行うとICAM－1の分
子量に相当する90kDの位置にバンドの出現が認
められた．C群で90　kDのバンドを虚血前と再灌流
120分後で比較すると，再灌聖職にバンドが増強し
た個体が10例中6例（60％）にみられ，しかも4例
が高度の増強であった．それに対し，虚血再底流と
いう操作のないA群・B群では90kDのバンドは開
腹直後と開腹150分後（C群では虚血30分再幾寅
120分後に組織を採取したため開腹からの時間を合
わせ150分後に採取した）においての変化の見られ
ない例が多かった．単開腹を行ったA群は軽度の増
強が4例中1例（25％）にみられるのみであり，麻
酔，開腹操作ではICAM－1の発現は増強されないと
考えられた．また，白血球蛍光物質（CFSE）を投与
し虚血再灌流を行わなかったB群でも増強したの
（10）
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は4例中1例（25％）のみであり，麻酔・開腹操作
およびCFSE投与という因子ではICAM－1の発現
は増強されないと考えられた．虚血再灌流という因
子以外は同一条件となるB群とC群間で比較する
と，虚血再灌流という操作が加わることにより
ICAM－1の発現の増強が見られた．
　2．脂肪肝群
　1）病理組織学的検討
　虚血再層流障害がより強く出現すると考えられる
脂肪肝（D群）についてICAM－1の発現程度を検討
した．脂肪肝ラットの作製は，Aoyamaら17）の方法
に準じ，コリン欠乏食を約4週間摂取させた．H・E
染色・Sudan　III染色の結果，全例とも，細胞内に脂
肪滴を含む肝細胞がぴ塑性に見られ，大塑性の脂肪
滴が主体であった．また，核が細胞の辺縁に圧排さ
れている所見が認められ，脂肪肝ラットモデルとし
てふさわしいものと考えられた．
　H－E染色により虚血前と再導流120分後の組織
を比較すると，両者とも全例で小葉構造の破壊・
Glisson領域の破壊は顕著であるが，炎症性細胞浸
潤は認められなかった．C群の再灌流後の組織でみ
られた中心静脈周囲の肝細胞の細胞質の染色性の低
下は，細胞質が大屈性を主体とした脂肪滴で置換さ
れているD群では評価不可能であった．
　免疫組織学的染色では，虚血前の組織において非
連続性にICAM－1が染色されたが，類洞構造の破壊
が高度であるため，染色部位と類洞壁との関連性に
関しては評価不可能であった．また，上寿流後の組
織においても同様にICAM－1が染色され，虚血再灌
流前後で染色性に明らかな差異を認めなかった．
　2）Western　blotting法によるICAM・1発現の
　　検討
　虚血前と再前期120分後を比較すると，再灌流後
に90kDのバンドが増強した個体が6毒中4例
（67％）に認められ，いずれも高度の増強であった．
肝の脂肪変性以外は同一条件となるC群と比較す
ると，虚血再灌流に際して，肝の脂肪変性が存在す
ると，虚血華道流後のICAM－1発現の増強がより強
く起こる傾向が見られた．
　3）ICAM・1発現量と肝類洞内微小循環動態との
　　関連性の検討
　肝移植において移植肝に脂肪変性が加わった場
合，微小循環障害が強く惹起され，PNFに陥りやす
い4）5）が，この原因としてICAM－1が強く関与して
いることが示唆される．
　本研究ではICAM－1発現の増強が微小循環障害
をきたす現象をより客観的に評価するため，蛍光顕
微鏡を用い，虚血再灌流時の類洞内皮と白血球の接
着性についてリアルタイムに観察を行った．肝類洞
内の観察は若林ら13）の方法に準じ，CFSEにより白
血球を蛍光染色して行った．C群では虚血前に類洞
壁に接着している白血球数（平均±標準偏差）は
1．2±0．5個であったが，縄簾流直後8．6±1．9個，60
分後17．7±6．2個，120分後24．4±8．3個と再潮流
後，時間の経過とともに類洞壁に接着している白血
球数の増加が認められた．D群では虚血前に類洞壁
に接着している白血球数は2．2±1．1個であったが，
再灌流直後18．3±7．2個，60分後26．8±9．8個，120
分後38．2±10．5個と再灌流後，時間の経過とともに
類洞壁に接着している白血球数の増加が認められ
た．
　類洞壁に接着している白血球数をC群とD群間
で比較すると，虚血前には統計学的有意差は認めら
れなかったが，再立流後ではD群がC群に比して有
意に高値であった（p＜0．05）．
　虚血再灌流という因子のないB群では類洞壁に
i接着している白血球数は開腹直後1．1±0．5個，開腹
30分後（C・D群の再横流直後に相当）2．7±1．5個，
開腹90分後5．1±2．1個，開腹150分後5．9±2．9個
であった．時間が経過しても，類洞壁に接着してい
る白血球数の増加は極めて軽度であった．
　開腹直後の類洞壁に接着している白血球数をB
群とC群間で比較すると，統計学的有意差は認めら
れなかった．一方，類洞壁へ開腹150分後に接着し
ている白血球数はC群がB群と比較して有意に高
値であった（p〈0。01）．
　以上の結果から，類洞内皮へ接着する白血球数の
増加とWestern　blotting法によるICAM－1発現の
増強との間には相関関係のあることが確認された．
　また，正常肝群（C群）に比べ脂肪肝群（D群）の
虚血再灌流後のICAM・1発現の増強がより強く起
こる傾向が見られたことは，蛍光顕微鏡による接着
白血球数増加の結果より，両者は良く相関すること
が判明した．
　Teramotoら3）はラットを用いた肝移植モデルに
おいて，脂肪肝では移植前に既にKupffer細胞が明
らかに増殖していたと報告している．このことより，
脂肪肝では虚血再灌流の際，Kupffer細胞の活性
（11）
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虚血一再灌流
Kupffer細胞の活性化
サイトカインの放出
（IL－1，TNF－a，IFN一’r，etc．）
類洞内皮上の接着分子
　発現の増強
白血球表面上の接着分子
　　の親和力増強
（立体構造の変化に基づく）
接着分子間相互作用
類洞内皮への白血球の接着
一ドが提案されているが20）21），我々は図9に示す機
序を考えている．このカスケードのうち，Western
blotting法による類洞内皮上の接着分子発現の増
強，蛍光顕微鏡による類洞内の観察から，白血球の
接着及び微小循環障害の発現の段階に関してはより
明瞭に示すことが可能となった．
Western　blotting法を用いて虚血前と再灌流後の
ICAM－1発現を比較した報告は従来なく，本研究が
初の試みであり，虚血前に比し再灌流町でICAM－1
発現の増強を証明し得た意義は大きい．また，再灌
流後のICAM－1発現量の増加と，類洞壁へ接着する
白血球数及び再灌流障害の程度との間には極めて高
い関連性があることが本研究により明らかになっ
た．
　類洞内の
微小循環障害
虚血増悪
白血球の血管外への遊走
活性酸素・蛋白分解酵素
　　の分泌
結
肝細胞障害
図9虚血再遠流障害の機序
化・サイトカインの分泌が正常肝と比較し，より強
く起こる可能性が高く，それに伴い類洞内皮上の
ICAM－1発現の増強・類洞内皮への白血球の接着が
強く起こると考えられた．また，C群に比較してD
群に再灌流後，早期より，血流の途絶した類洞が多
く観察され，出血巣も多く認められたことから，脂
肪肝は正常肝と比較して虚血滋雨流というストレス
に強く反応し，不可逆的変化がより顕著に起こると
考えられ，肝移植時のPNFの原因として虚血再灌
流後の類洞内微小循環障害が少なからず関与してい
るものと考えられた．しかし，肝虚血再灌流障害の
すべてがICAM－1発現の増強だけで説明できるも
のではない．二二流に際しては，白血球以外にも血
小板やフィブリノーゲン，プロトロンビンなど様々
な凝固因子が流入するが，炎症性メディエータであ
るplatelet　activating　factor（PAF）18）やアラキド
ン酸代謝産物であるトロンボキサンB2ig）などは血
小板の凝集を二進させ類洞内のスムーズな微小循環
を阻害する．また，ICAM－1以外にも未だ同定されて
いない他の接着分子の関与も考えられる．現在まで
に虚血再灌流障害の機序に関し，いくつかのカスケ
語
　1．ラット肝虚血再灌流モデルを作製し，正常肝
および脂肪肝におけるICAM－1の発現を検討した．
　2．抗うットICAM－1抗体を用いた免疫組織学
的染色では，虚血前と悪弊流後のICAM－1の発現程
度を客観的に比較することは困難であった．
　3．Western　blotting法を応用することにより，
はじめて虚血前と再灌流後のICAM－1の発現を明
瞭に比較することを可能にした．
　4．虚血再上流後のICAM－1発現の増強が類洞
壁への白血球の固着に強く関与していることが示唆
され，蛍光顕微鏡を用いた類洞内の微小循環動態の
観察結果とよく一致した．
　5．脂肪肝においては虚血再灌流後のICAM－1
発現の増強がより高度に認められ，微小循環障害も
顕著であった．
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　　　Expression　of　lntercellular　Adhesion　Molecule－1
Following　lmpaired　Reperfusion　in　the　lschemic　Liver
Yoshiaki　SUZUKI，　Tatsuya　AOKI，　Tatsuto　ASHIZAWA
Department　of　Surgery．　Tokyo　Medical　College
　　（Director：Prof．　Yasuhisa　KOYANAGI）
　　The　expression　of　intercellular　adhesion　molecule－1　（ICAM－1）　is　enhanced　on　the　sinusoidal　wa11　after
reperfusion　of　ischemic　liver．　lmmunohistologic　staining　is　used　in　conventional　studies，　but　this　method
cannot　be　used　to　compare　expression　of　the　molecule　before　ischemia　and　after　reperfusion，　because　the
staining　intensity　depends　on　staining　time　and　concentration　of　antibodies．　ln　this　study　we　used　a
Western　blotting　method　to　compare　the　expression　of　ICAM－1　in　the　normal　and　fatty　livers　of　rats
before　ischemia　and　after　reperfusion．　Expression　of　ICAM－1　on　the　sinusoidal　wall　was　greater　after
reperfusion　than　before　ischemia．　Fatty　degeneration　in　the　liver　enhanced　ICAM－1　expresson　on　the
sinusoidal　wall．　Leukocytes　were　found　to　adhere　to　the　sinusoidal　wall　after　reperfusion　on　microscopic
examination．　This　phenomenon　was　strongly　suggested　to　be　associated　with　increased　expression　of
ICAM－1．
〈Key　words＞I chemic　reperfusion　injury，　Fatty　liver，　lntercellular　adhesion　molecule－1　（ICAM－1），　Western
blotting　method．
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